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A novel hydrocolloid (I) for affinity viscometry comprises 
dispersible colloidal particles of a co-lyophilisate of water soluble 
neutral polysaccharide molecules (II) contg. several affinity ligands 
and polyvalent receptors (III) for the affinity ligands. 

(II) pref . comprise dispersible polysaccharide particles obtd. by 
covalently crosslinking several polysaccharide molecules, esp. dextran 
molecules crosslinked with di vinyl sulphone or epichloro-hydrin . 

USE - (I) is useful in the continuous determn. of the concn. of low 
mol.wt. affinity ligands (e.g. glucose) or in the detexmn. of affinity 
receptor concns. (I) may be incorporated into hollow fibres or dialysis 
chambers (claimed) for standardised prodn. of affinity sensors (see 
DE4203466) . 

ADVANTAGE - (I) are 'standardised' hydrocolloids with high receptor 
concn. , which provide highly sensitive and reproducible viscosity 
values in the determn. of affinity ligands. 
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@ Hydrocolloid fur die Affinitatsviskonrtetrie 

(§) Die Erfindung betrifft ein Hydrocolloid fur die Affinitatsvis- 
kometrie. Das erfindungsgemaSe Hydrocolloid ist das Co- 
Lyophilisat bus einem polyvalenten Affinitats-iRezeptormole- 
kul, z. B. einem Lektin oder Antikorper, und einem Affinitats- 
liganden tragenden wasserlosiichen neutralen Polysaccha- 
rid. Der Vorteil der Erfindung liegt in einer hohen Empfind^ 
lichkeit iind verbesserten Reproduzierbarkeit von Viskosi- 
tatsmessungen zur Bestimmung von Affinitatsliganden. Eine 
weitere Empfindlichkeitssteigerung laBt sich dadurch errei- 
chen, da& ein Polysaccarid verwendet wlrd, dessen Molekiile 
zu groQeren losllchen Molekulaggregaten kovalent vernetzt 
sind. 
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Beschreibung 

Bei der Affinitatsviskometrie wird die Viskositat einer waBrigen Polymerdispersion aus HydrocoHoiden, die 
auBer einem wasserloslichen polymeren Stoff mit fiinktionellen Gruppen fur die AfFinitatsbindung (Affinitatsli- 
5 eanden) einen geeigneten polymeren Rezeptor fur die Affinitatsliganden enthalt, als MaB fur die Konzentraiion 
der Affinitatsbindungen gemessen. Die Affinitatsviskometrie ist fur die kontinuierliche Konzentrationsmessung 
von niedermolekularen Affinitatsliganden. die kompetetiv die Konzentration der AfHnitatsbindung zwischen 
den Polymeren beeinflussen. geeignet (Ehwaid und Balierstadt, DE 42 03 466 Al. Ballerstadt und Ehwald, Bio- 
A^r?""^ ^ Bioelectronics 9/1994. 557-567), kann aber grundsatzlich auch zur Messung der Konzentration von 
10 Affinitatsrezeptoren eingesetzt werden. Hohe Konzentrationen und hohe Molekulargewichte des ligandentra- 
genden polymeren Stoffes smd erforderlich. urn eine gut erfaBbare Viskositatsanderung zu induzieren Die 
erreichbare Konzentration der Rezeptoren auf Proteinbasis ist durch ihre Loslichkeit in Wasser begrenzL Durch 
Zufuhrung von Con A zu emer geruhrten Dextranlosung iassen sich hdmogene Affinitatsdispersionen mit einer 
Lektmkonzentration von < 2% (GewichtA/olumen) herstellen. Daher kann die exponentielle Zunahme der 
15 glucoseempfmdhchen Extraviskositat des Affmitatssols mit der Lektinkonzentration nur in einem begrenzten 
Konzentrationsbereich erfaBt werden. Die Reproduzierbarkeit der Messungen wird dadurch erschwert daB 
gennge Veranderungen m der Aktivitat und Konzentration des Rezeptors sich sehr stark auf den Viskos'itats- 
wert und die Konzentrationsabhangigkeit auswirken, und es beim Mischen der polymeren Komponenten zur 
Prazipitation kommen kann. Die Aufgabe der Erfindung besteht in der Bereitstellung standardisierter Hydrocol- 
fl ioide mit hoher Rezeptorkonzentration und Empfindlichkeit 

Die Aufgabe wird dadurch gelost, daB die dispergierbaren Teilchen des Hydrocolloids das Co-Lyophilisat aus 
wasserloslichen. mehrere Affmitatsliganden tragenden neutralen Polysaccharidmolekulen und passenden poly- 
valenten Rezeptoren bilden. k f j 

^^^i'""^ eezeigt. daB durch Aunosung eines Co-Lyophilisats der urspriinglichen Dispersion aus 
5 dem polyvalenten Rezeptor Concanavahn A (Con A) und dem ligandentragenden Polymer Dextran eine Viskosi- 
tatsdispersion mit wesentlich hoherer Rezeptorkonzentration und Empfindlichkeit fUr den niedermolekularen 
spezifischen Analyten^ m diesem Falle Glucose, hergestellt werden kann als es durch Auflosen der einzelnen 
Koniponenten moglich isL Unerwartet zeigte sich dabei weiterhin, daB die mit dem Gefrieren bzw. der Gefrier- 
. ^S."niPh7w7>f"^ Inaktivierung des Lektins und die hiermit verbundene Entstehung eines unloslichen 
^^Ifv r wenn die polymeren Komponenten nicht einzein lyophilisiert werden sondem ein Co-Ly- 

dp5 i H Tff ^''-r" ^" ^ hergestellt wird Die Co-Lyophilisate sind besonders vorteilhafte Hydrocolloi- 
so d7e1^.n'^I5?/*f. r ^S^'T'i^"'' die Komponenten in einem definierten Mengenverhaltnis enthalten und 
fS>tentr«tSfn^n Herstellung von Affinitatsdispersionen vereinfachen. Wegen der h5heren moglichen 

an Rezeptoren und der exponentiellen Abhangigkeit der Empfindlichkeit von der Rezeptorkon- 
' Se Erfin3„nTl?f ■''^^1?' ^ erf.ndungsgemaBen Hydrocolloide eine betrachtliche Empfindlichkeitssteigerung. 

^ K . im Beispiel dargestellte Kombination eines Lektiris mit Dextran beschrankt, 

ebenLlh m5g£ S " Prote.n-Rezeptoren mit ligandentragenden neutralen Polysaccharidmolekulen 

^^^.n^^^T^l^^!!^^^^ Hydrocolloid kann auch in der Hohlfaser oder Dialysekammer gebildet werden, 
, w<xiurch die standardisierte Herstellung der Affinitatssensoren (vergL DE 42 03 466 Al) erieichtert wird. 

traHTn7en"p<^;,^^^'h^^^^ Empfindlichkeitssteigerung ist dadurch moglich, daB anstelle eines einfachen liganden- 
Inf. V em modifiziertes Iigandentragendes Polysaccharid verwendet wird. das durch kova- 

lente Vemetzung mehrerer Polysaccharidmolekule entsteht. «- ^ •^ov.t 

Ausfuhrungsbeispiel 

1. Glukoseabhangige Viskositat eines Co-Lyophilisats aus Concanavalin A und Dextran T2000 

lyo^Di;insiI^^D!^^ST.,re^ ^^""g ^ ^«"^^<^ht und anschlieBend 

reinen Protein F^^^^^^^^^^ ^^"^''"^^ '"^ "^^T^P'^" ^em Dextran war weit besser als die Loslichkeit des 
^finS^I r^- ■ homogene Dispersionen mit Qber 3% Con A hergestellt werden. Die glucoseem- 

pfindhche Dispersionsyiskositat betrug bei einer Lektinkonzentration von 3% im wiederaufgeldsfen S> Ly- 
' 20fache der Viskositat einer Vergleichsdispersion mit 1% Con A und gleS D^ran 
I^e^n S^em StV^rV^ T""" erfindungsgemaBe Hydrocolloid in eine Hohlffser einsauS^unS 

HSstS^limTvfn A« ^ ° ^'"'"^"^ und anschlieBend gefriertrocknet. erhalt man eine Hohlfaser, die fQr die 
S!,?r H Mf Affinitatssensoren vorte.Ihaft verwendet werden kann. Alle Kleb- und Dichtungsarbeiten m\t 
iTbildet ,>h' h P 'V^^^l^'' 2:ustand durchgefuhrt werden. Die glucoseempfindliche Polymerdispei^ 
sion bildet sich beim Emquellen der Sensorfaser in Wasser unter Vakuum in kurzer Zeit. ymeroisper 

2 Lektin- und zuckerabhangige Viskositat eines Hydrocolloids mit dispergierbaren Teilchen, die aus kovalem 
vemetzten Dextranmolekulen, bestehen 

Eine geriihrte konzentrierte Dextran T2000-L6sunef5% w w-'WnrdP Kp! nH 1 1 ir>. i k^- d 

Er^SlL'^T v'^r-^" Divinylsulfon (O.50/0) v.r.J^l^ZurlHIc'^^^^^^ 

SsCirv Jmi Jht ' H^' d«^.-Z^^"^f ^'^he (ca. 2 h) wurde die Reaktionslosung mit einer ro%^en GlycTn 
Losung verrnisnht und nach weiteren 2 h neutralisiert. AnschlieBend wurde das in dieser Weise oraDarierte 
fKon^'floI^ y^^^-^ Jialysiert und gefriergctrocknet. Die Wirkunrd« Ukdns'^cSn A 

(Konz. 0.20/0) auf die Viskositat der aus dem L.ophilisat wiederaufgelosten Dispersion aus mS zStem 
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Bei der Affmititsviskometrie wird die ViskositSt einer waBrigen Polymerdispersion aus Hydrocolloiden. die 
auBer emem wasserloslichen polymeren Stoff mit fwnktionellen Gruppen fur die Affinitatsbindung (Affinitatsli- 
5 ganden) einen geeigneten polymeren Rezeptor fur die Affinitatsliganden enthalt, als MaB fur die Konzentraiion 
der Affinitatsbindungen gemessen. Die Affinitatsviskometrie Ut fur die kontinuierliche KonzentrationsmessunB 
von niedermolekularen Affinitatsliganden. die kompetetiv die Konzentration der Affinitatsbindung zwischen 
den Polymeren beemfiussen. geeignet (Ehwald und Ballerstadt, DE 42 03 466 Al, Ballerstadt und Ehwald. Bio- 
fP^?.?" Bioelectronics 9/1994, 557 - 567X kann aber grundsatzlich auch zur Messung der Konzentration von 
,0 Affinitatsrezeptoren emgesetzt werden. Hohe Konzentrationen und hohe Molekulargewichte des Ugandentra- 
genden polymeren Stoffes smd erforderlich, um eine gut erfaBbare Viskositatsanderung zu indulieren. Die 
erreichbare Konzentration der Rezeptoren auf Proteinbasis ist durch ihre LSslichkeit in Wasser begrenzt. Durch 
Zufuhrung von Con A zu emer gerthrten Dextraniosung iassen sich hdmogene Affinitatsdispersionen mit einer 
Lektrnkonzentranon von < 2% Gew,cht/Volumen) herstellea Daher kann die exponentielie Zunahme der 
,5 glucoseempfindhchen Extrav,skos.tat des AfHnitatssols mit der Lektinkonzentration nur in einem begrenzten 
^foW V "'■'^^ ^'^^^ werden. Die Reproduzierbarkeit der Messungen wird dadurch erschwert. daB 
l!.?r^ H^"",?^"'"^*'" ^^^t"'"'"** Konzentration des Rezeptors sich sehr stark auf den Viskositats- 
Pr-HZitl ^^°^«="^^^"°"?^.''hang.gke.t auswirken, und es beim Mischen der polymeren Komponenten zur 
loi^Jm f h K '^^i"'"^" ^^""^ D,e Au gabe der Erfindung besteht in der Bereitstellung standardisierter Hydrocol- 
20 loidemithoherRezeptorkonzentrationundEmpfindlichkeiL 

w,«lu"(^^"' wird dadurch gelosi, daB die dispergierbaren Teilchen des Hydrocolloids das Co-Lyophilisat aus , 
TaTenteSe^loret bllde^^^ Polysaccharidmolekuien und p Jsenden poly! 

Unenvartet hat sich gezeigt, daB durch AuflSsung eines Co-Lyophilisats der ursprunglichen Dispersion aus 
,25 f.«;'^P<>lyvaIentenRezeptorp>ncanavalinA(ConA)unddemligandentragendenPoI^^^^ 

atsd,spers.on m.t wesenthch hdherer Rezeptorkonzentration und Empfindlichkeit Z den niederSoLkularen 
spez.fischen Analyten^ .n diesem Falle Glucose, hergestellt werden kann ais es durch AuflSenTr SneJ 

t^SrlrrbTnSSeln^Yr"^^^ 

30 iSe^s nicht auftri? des Lekfns und die hiermit verbundene Entstehung eines unl6slichen 

^nhn 1,. A ^ wenn d.e polymeren Komponenten nicht einzein lyophilisiert werden sondem ein Co-Ly- 
Se5i^^die M^^^^^ ^ hergestellt wird. Die Co-Lyophilisate sind^besonders vorteilhafte HydroVoIbi- 

so die reotSSare 5!^^^^^^ ^^'^J^-Pf"- " definierten Mengenverhaknis enthalten und 

so aie reproduzierbare Herstellung von Affinitatsdispersionen vereinfachen. Wegen der hSheren moelichen 

« z^raSSf 'Zrr''r T^'lr""? Abhanglgkeit der Empfindlichkeifvon der Te^e^^^^^^^^^^ 

DiS^nT^fSr .f ^^1? ""e^f "'SBf, Hydrocolloide eine betrachtliche Empfindlichkeitssteigerung. 
da die?^ Snh r ? !i ''o' -^"o Kombination eines Lektins mit Dextran besclrank? 

SenSmsS ist ' P™»«'"-R«eptoren mh ligandentragenden neutralen Polysaccharidmolekuien 

Das erfindungsgemaBe Hydrocolloid kann auch in der Hohlfaser oder Dialysekammer gebildet werden. 

40 w<xIurchd,estandard.sierteHerstellungderAfrmitatssensoren(vergLDE420346rAl^^^^ 

Imp V,™ 7'^""=*'^"*^'' modifiziertes ligandentragendes Polysaccharid verwendet wird. das durch kova- 
lenteVemetzungmehrererPolysaccharidmolekuleentsteht. <" uurcn nova 

Ausfuhrungsbeispiel 

1. Glukoseabhangige Viskositat eines Co-Lyophilisats aus Concanavalin A und Dextran T2000 

Eine 2%ige^pextran pooO-Ldsung wurde mit einer 2%igen Losung von Con A vermischt und anschiieBend 
& p.e Ushchkeit des Lektins im Komplex mit dem Dextran war weit besser ab die SchST« 
nfinSSr°n""'- ^ ''°''"!f " Dispersionen mit uber 3% Con A hergesteUt werdea D^^Xosee " 

pfindhche Dispersionsyiskositat betrug bei einer Lektinkonzentration von 3% im wiederaufgelosten Slv- 
ophyhsat das etwa 2(Jache der Viskositat einer Vergleichsdispersion mit 1% Con A unTSer D«tran 
nr"^'"*''"cr T'^V^T^"" '^'^ erfindungsgemaBe Hydrocolloid in eine Hohlfaser einsaup und 
" tlM nossigem Sfckstoff emfnert und anschiieBend gefriertrocknet. erhalt man eine Hohlfaser, d?e f?r d" e 
S,""h!/°" Affinitatssensoren vorteilhaft verwendet werden kann. Alle Kleb- und Dichtungs^beiten mh 
iTbildetLTh ^ ^"'^ d""=hgefQhrt werden. Die glucoseempfindliche PolyinerdiJpT 1 
sion bildet sich beim Emquellen der Sensorfaser in Wasser unter Vakuum in kurzer Zeit. 

60 2 Lektin- und zuckerabhangige Viskositat eines Hydrocolloids mit dispergierbaren Teilchen, die aus kovalent 
vemetzten Dextranmolekulen.bestehen 

Eine geruhne konzentrierte Dextran T2000-L5sung (5% w w"') wurde bei pH 1 1 - 12 und bei Raumtempera- 
E^rhS; .n T^'^r^'^ Dmnylsulfon (03%) versetzt. dabei wurde die Zunahme der Viskositat verfo^Nach 
65 Erhohung der V^kos.tat auf das Zwanz.gfache (ca. 2 h) wurde die ReaktionslSsung mit einer tOO^igen Glycin- 
vT«l.r™; ""^^ "'S """"r,!" ^ ^ neutraUslert AnschiieBend wurde das in dieser Weise prapaSe 
^Ko^ O^^^ f fn" ''^^'f i'^'y^'^^ """^ gefriergetrocknet Die Wirkung des Uktins Con A 
(Konz. 0.2%) auf die Viskositat der aus dem L:ophilisat wiederaufgelosten Dispersion aus modifiziertem 
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nextran war etwa SOfach hoher als bei der Dispersion aus unvemetztem Dextran T2000 (Tab. 2). Entsprechende 
?rge"n?sre werd^^^^^^^ die Vernetzung mit Epichlorhydrin vorgenommen wircL Bei der Reak- 

tion der DextranmoIekQle mit Divinylsulfon, Ep.ch orhydnn a a. Vemetzungsmitteln kann gle.c^em falls 
erforderlich. die VerknQpfung des Dextranmolekuls mit ursprunglich nicht vorhandenen Affmitatshganden 
vorgenommen werden. Dies wurde am Beispiel galaktosehaltiger D.sacchande (Laktose. Raffmosae) reahs.e^^ 
Dadurch. daB die Vernetzung in konzentrierten Losungen dieser Zucker erfolgte. wurden termmale p-glykosi- 
disch gebundene Galactose-Gruppen an die dispergierbaren vemetzten Dextranteilchen gekoppelt Die Visko- 
sitat des mit diesen Teilchen und dem galactosidspezifischen Lektin Ricmus commums-Agglutinm gebildeten 
Affmitatssols ist stark von der Galactosekonzentration abhangig. 



Wirkung der Konzentration des Con A auf die Viskositat der wieder^ufgelosten Dispersionen aus dem 
Co-LvoDhilisat im Vergleich zu einer nicht-lyophilisierten Dispersion bei gleicher Dextran T2000-Kon2entration 

(3%) 



Art der 
wiederaufgelSsten Dispersion, 


Viskosiim 
[mPasJ* 


GlucoseabhOngige 
Vidcosit&t 
fmPasJ 


Co-Lyophilisat 
3%ConA 


6596,9 


6593,1 


Nicht lyophilisieit 
l%ConA 


2l9a 


2153 


* T=24*'C.MitleIwerte(ii=3) 






Tabene2 

Wirkung von Con A auf die Viskositat , von Dispersionen mit Dextranen unterschiedlicher Dispersitat 


Dispersion 

Typ.Konz. A 

ohneConA 


ViskosimtfniPasJ* 
B 

mit 0.2% Con A 


B-A 


Dextran T2000. 4.09 
3% 


7.00 


2.91 


modifiziates Dextran, 26^ 
3% 


168.10 


141,82 



► T=24°C, Mittalwcrtc (n=3) 



Patentanspruche , 

1. Hydrocolloid fur die Affinitatsviskometrie, dadurch gekennzeichnet, daB die dispergierbaren koUoidalen 
Teilerf das Co-Lyophilisat aus wasserloslichen. mehrere Affinitatsliganden tragenden neutralen Polysaccha- 
ridmolekulen und polyvalenten Rezeptoren fur die Affinitatsliganden bilden. 
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2. Hydrocolloid fQr die Affinitatsyiskometrie nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB es sich in einer 
Hohlfaser Oder Dialysekammer befindet. 

3. Hydrocolloid fur die Aff initatsviskometrie. dadurch gekennzeichnet. daB es dispergierbare Polysaccharid- 
Teilchen, die durch kovalenten Vernetzung mehrerer Polysi-iccharidmolekQle gebildet werden. enthalL 

4. Hydrocolloid fur die Affinitatsviskometrie nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Polysaccha- 
ridmolekule DextranmolekQle sind und daS die dispergierbaren Teilchen dutch Vernetzung der Dextran- 
moiekule mit Divinylsulfon oder Epichlorhydrin entstehen. 
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2. Hydrocolloid fOr die Affmitatsyiskometrie nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es sich in einer 
Hohlfaser Oder Dialysekammer befindet. 

3. Hydrocolloid fur die Affinitatsviskometrie. dadurch gekennzetchnet, dafi es dispergierbare Polysaccharid- 
Teilchen, die durch kqvalenten Vemetzung mehrerer PolysflccharidmolekQie gebildet werden, enthalt 

4. Hydrocolloid fQr die Affinitatsviskometrie nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Polysaccha- 
ridmolekOle DextranmolekQle sind und daS die dispergierbaren Teilchen durch Vemetzung der Dextran- 
molekflle mit Divinykulfon Oder Epichlorhydrin entstehea 



